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© Biologisch aktive Proteine 

Es warden neue Proteine mit selektiver Tumor Necrose 
Faktor (TNF)*-inhibitorischer (hemmender) Aktivitat, Ver- 
fahren zu ihrer H erst el lung, pharmazeutische Formulierun- 
gen davon und die Verwendung derselben in der Medizin 
beschrieben. 



CO 
CM 
CO 

o 

CO 

111 
Q 



BUNDESDRUCKEREI 08.89 908 842/638 4/80 



OS 39 10 323 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Protein mit einem irihibitorischen Effekt gegen Tumor Necrose 
Faktor ff- vermittelte Aktivhat, die Isolierung und Reinigung eines solchen Proteins aus natQrhchen Quellen, 
seine HersteUung durch DNA-Manipulation und die Verwendung eines solchen Proteins bei der Behandlung 
von Zustanden, die mit tibermaBiger oder unregelmaBiger TNFa-Produktion zusammenhangetL 

Tumor Necrose Faktor (TNF) ist eine Aktivitat, die durch eine FamUie von mindestens zwei Proteinen, a und 
A verkdrpert wird, welche cytotoxisch far Tumorzellen sind und ihr Wachstum in Kulturen inhbieren [E. 
Carswell et al. "An endotoxin-induced serum factor that causes necrosis of tumours , Proc Natl. Acad. Set USA^ 
72, Seite 3666 (1975)], Der Tumor Necrose Faktor a CTNF^ der auch als Xachectin bezeichnet wir4wrd 
hauptsacMchdurchZeUendermonocytarer^makrophagen-Zeltoieprodu^ 
welche mvasive StimuIandenwieBakterien,Virer^Tumoren und andereToxine 

-Lymphotoxin w bezeichnet, wird hauptsachlich durch Lyphoidzellen produziert TNF^hat viele Aktivitaten, 
ahnlich denjenigen von TNFa; jedoch scheint es weniger wirksam zu sein, obzwar dies das Ergebms von 
SchwierigkeitenbeiderHersteUungvonreinemTNF^seinkann. . 

TNFa vermittelt und nimmt teil in einem weiten Bereich von biologischen AJktivitaten [B. Beutler et al 
"Identity of tumour necrosis factor and the macrophage-secreted factor cachecun , Nature, 316, Seite 552 (1985 jj, 
wobei einige von ihnen mit Interleukin 1 (IL-1) [J. Le et al, Tumour necrosis factor and interleukin 1 = cytobnes 
with multiple overlapping biological activities", Laboratory Invest, 56, Seite 234 (1987)] gemeinsam srnd Erhohte 
Spiegel von TNFa, die beispielsweise durch Tumorzellen induziert sind, k6nnen zu Gewichteverlust und Kache- 
xie fUhren und TNFa wurde auch als hauptsachlicher Faktor von endotoxischem Schock (septischer Schock) 
angesehen, was tSdlich sein kann. Andere biologische Wirkungen vor l TOF « umfassen Hypotension Fieber 
cXziert durch Stimulierung von hypothalamischer Prostaglandin E 2 PGE 2 -Synthese, K?apJopathi : (indu- 
ziert durch Stimulierung der vaskularen Endothelialzellen. welche beispielsweise den Gewebefaktor 
und Gewebezerstdrung (induziert beispielsweise durch Stimulierung einer Reihe von Protemasen, einschheBlich 
SagenaTeproduktion durch DermaSibroblaste und Synovialzetlen) [C Dbare lo etal Rumour necrosis 
factor(cachectin)i S an endogenous pyrogen and mducesproductiono^^^ 

h 986W Dayer et. aL, "Cachectin/tumour necrosis factor stimulate collagenase and prostaglandin E 2 production 
by hiiman dermal fUbrobl^ . 

Es besteht daher ein Bedurfnis zur Entwicklung eines CachectinnTNFff-Inbbitors, der dem endotoxischen 
Schock, Kachexie und den anderen oben beschriebencn schadlichcn Wirkungen vorbeugt bzw. sie verhmdert Es 
wurde gezeigt, daB die passive Immunisierung von Tleren gegen Cachectin dem Endotoxm-induz.erten Tod, 
vermittelt durch die TNFa-Antikorper [B. Beutler et. aL, Nature, 316, supra] vorbeugen bzw. ihn verhmdern 



Es wurde nun ein neues Protein identifiziert, das einen wirksamen mhibitonscheii i Effekt ^geger jT^«-vermit- 
telte Aktivitaten ohne signifikante gleichzeitige Inhibierung der IL-l-verrmttelten-Aktivitat besitzt Das Protem 
wird imfolgenden als Tumor Necrose Faktor a-Inhibitor (TNFa-INH) identifiziert 

So wird gemaB einem Aspekt der Erfindung ein Protein geschaffen, das Tumor Necrose Faktor a-vermittelte 



^chi" veme^et e wird die selektive Inhibierung, wie durch den ^^V^^^^Si 
identifiziert als die Fanigkeit, TNF-vermittelte Aktivitat zu blockieren, wahrend ^ahg k ^^^^^ 
Proteine, welche mit dem TNF bestimmte, jedoch nicht alle der biologischen Aktivitaten des TNF wie IM 

Form, im wesehtlicheri f rei von grftBeren Verunreinigungen und/oder im wesentlichen frei von anderem Protein- 

m Von dem Tumor Necrose Faktor «-Inhibitor gemaB der Erfindung wurde gef unden, daB er eine oder mehrere 
der folgenden Eigenschaften hat: 

(a) ein Molekulargewicht im Bereich von 40 bis 60 kDa, bestimmt durch Molekularsiebchromatographie; 
b emenisoelektrischenPunk^ 

(c) Hemmung der Stand ard-TNF-Bestimmung verschiedener Cytotoxidzitat fUr Murin L929-Zellen die mit 

and mitogens on the production of tumour necrosis factors and /T, J. Immunol, 135, Seite ^2492 (1985). D ese 
Hemmung kann durch weitere Zugabe von TNF« aberwunden werden, was anzeigt, daB die 
kompetitiv ist Der Inhibitor ist auch ein Inhibitor der TNF^-Aktivitat, obzwar die Hemmung von TNFa bei 
dieserBestimmungwirksameristalsdiejenigevonTNF^. - ,.uu.. 

fd) Hemmung derTNF-induzierten PGE 2 -Freisetzung aus menschhchen Fibroblasten und SynovialzeUen, 
e Der Inhibitor beeinfluBt storend die Bindung von TNFa an U937-ZeUen (eine ^onocyttsche Tumorhnie). 
wie gezeigt wird durch Hemmung der Bindung von radioaktfv markiertem TNFa( l I-™**/; 
(0 die Spaltung von vorgeformtem TNFa : U937-Zellkom P lex wird angeregt durch den Inhibitor in emer 
temperaturabhangigenWeise; _ 
(s) der Inhibitor baut TNF durch proteolytische Spaltung nichtab; 
©dermhibitorhemmtmchtdielL-lRezeptor-Bindungsaktivit 
ter IH ( 12S I-IL-la;an die Murin Thymoma-Subzellinie EL4-6.1. 

Es wurde gefunden, daB das erfindungsgemaBe Protein, wenn es wetier gereinigt wird, ^ Molekularg ewicht 
von etwa 33 000 Daltons hat wie bestimmt durch Natnumdodecysulfatpolyacrylamidgel-Elektrophorese (bDb 
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PAGE). 

Als weiterer oder alternativer Aspekt wird daher ein Protein geschaffen, das TNF«-vermittelte Aktivitat 
selektiv inhibiert, das eine oder mehrere der folgenden Eigenschaften hat: 

(a) Ein Molekulargewicht von etwa 33 kDa, bestimmt durch SDS-PAGE; 

(b) einen isoelektrischen Punkt (pi) im Bereich von 5.5 bis 6.1, bestimmt durch Chromatofokussierung; 

(c) Hemmung der Standard-TNF-Bestimmung von verschiedener Toxizitat von Murin L929-Zellen, behan- 
delt mit Actinomycin D, wie beschrieben von G. Nedwin et. al. "Effects of interleukin 2, interferon-/ and 
mitogens on the production of tumour necrosis factors a and f}\ J. Immunol., 135, Seite 2492 (1985). Etfese 
Hemmung kann durch weitere Zugabe von TNFa Oberwunden werden, was anzeigt, dafl die Hemmung 
kdnkurrierend ist Der Inhibitor ist auch ein Inhibitor der TNF/i. Aktivitat, obzwar die Hemmung von TNFa 
bei dieser Prflfung wirksamer ist als diejenige von TNF/?; 

(d) Hemmung von TNF-induzierter PGE 2 -Feisetzung aus menschlichen Fibroblasten und Synovialzellen; 

(e) der Inhibitor beeinfiuBt st&rend die Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocytische Tumorzelli- 
nie, wie gezeigt durch die Hemmung der Bindung von radioaktiv markiertem TNFa( !2S I-TNFa^ 

(f) die Spaltung eines vorgeformten TNFa : U937-Zellkomplexes wird durch den Inhibitor in temperaturab- 
hangiger Weise gefdrdert; 

(g) der Inhibitor baut TNF durch proteolytische Spaltung nicht ab; 

(h) der Inhibitor hemmt nicht die IL-l-Rezeptor-Bindungsaktivitat, z. B. die Bindung von radioaktiv mar- 
kierter IL-1 ( ,2S I-IL-laJzuder Murin Thymoma-Subzellinie EL4-6.1. 

Vorzugsweise hat der TNFa-INH gemaB vorliegender Erfindung beide Eigenschaften (a) und (b) und eine 
oder mehrere der Eigenschaften (c) bis (h). 
Insbesondere hat der TNFa-INH der vorliegenden Erfindung alle Eigenschaften (a) bis (h). 
Das erfindungsgemafle Protein hat eine aminoterminale Aminosauresequenz folgendermafien: 

Asp-Ser-Val-Cys-Pro-GIn-GIy-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-GIn-Cys-Asn-Ser-IIe 

Es wird f erner angenommen, daB die nachsten drei Aminosauren eine Glycoxylierungsstelle schaffen und daB 
die Sequenz sich so fortsetzt: 

Asn-Ser-Thr-Lys. 

Es sei erwahnt, daB ein TNFa-Inhibitor gemaB der Erfindung eine Aminosauresequenz umfaBt, im wesentli- 
chen entsprechend der Sequenz von nativem TNFa-INH und enthaltend eine aminoterminale Sequenz, die im 
wesentlichen mit derjenigen wie oben beschrieben identisch ist. Die Sequenz eines TNFa-Inhibitors gemaB der 
Erfindung wird demnach identisch sein mit der Sequenz von nativem TNFa-INH oder eine oder mehrere 
Deletionen, Substitutionen, Insertionen, Inversionen oder Additionen allelen Ursprungs oder anderweitig ent- 
halten, wobei die sich ergebende Sequenz wenigstens 80% und vorzugsweise 90% Homologie mit der Sequenz 
von nativem TNFa-INH haben wird und im wesentlichen die gleichen biologischen Eigenschaften des Proteins 
behalten wird. 

Der TNFa-Inhibitor gemaB der Erfindung hat gezeigt, daB er proteinartig ist, indem er durch Erhitzen in Zeit- 
und Temperatur-abhangiger Weise inaktiviert und durch Behandlung mit Trypsin oder Pronase zerstfirt wird. 

Der TNFa-INH gemaB der Erfindung hat auch gezeigt, daB er ein Glycoprotein ist, da die Behandlung mit 
dem Enzym Endoglycosidase F das Molekulargewicht um 7 bis 8 kDa vermindert 

GemaB einem weiteren oder altemativen Aspekt der Erfindung wird somit ein TNFa-Inhibitor, wie hier 
definiert, geschaffen; der jedoch in im wesentlichen unglycolisiertem Zustand ist. 

Dei Inhibitoren gemaB der Erfundung sind von Interesse bei der Behandlung von Zustanden, wo es erwunscht 
ist, die TNFa-Aktivitat zu hemmen, beispielsweise soiche Zustande, welche von den Wirkungnen der TNF 
kommen, wie Gewichtsverlust, Schock, Kachexie und chronische lokale EntzOndungen, rheumatoide Arthritis, 
disserainierte (gestreute) intravaskulare Koagulation und Nephritis. 

GemaB einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein TNFa-Inhibitor, wie hier definiert, oder ein pharma- 
zeutisch annehmbares Derivat davon geschaffen, zur Verwendung als aktives therapeutisches Mittel, insbeson- 
dere bei der Behandlung von Zustfinden, die mit ubermaBiger oder unregelm&Biger TNFa-Produktion verbun- 
densind. 

Nach einem weiteren oder altemativen Aspekt der Erfindung wird eine Methode zur Behandlung von 
Zustanden, die mit ubermaBiger oder nicht regulierter TNFa-Produktion in einem Saugetier einschlieBlich des 
Menschen verbunden sind, geschaffen, umfassend die Verabreichung einer wirksamen Menge eines TNFa-Inhi- 
bitors, wie hier beschrieben, oder eines pharmazeutisch annehmbaren Derivats davon. 

GemaB einem weiteren oder altemativen Aspekt der Erfindung wird auch die Verwendung eines TNFa-Inhi- 
bitors, wie hier beschrieben, oder eines pharmazeutisch annehmbaren Derivats davon zur Erzeugung eines 
Arzneimittel zur Behandlung von Zustanden, die mit ubermaBiger oder nicht regulierter TNFa-Produktion 
verbunden sind, vorgesehen. 

FQr den Fachmann ist ersichtlich, daB die hier angegebene Bezugnahme auf die Behandlung sich auch auf die 
Prophylaxe erstreckt sowie auf die Behandlung von bestehenden Zustanden oder Symptomen. 

Es sei ferner erwahnv daB die Menge an TNFa-Inhibitor gemaB der Erfindung, die zur Verwendung bei der 
Behandlung erforderlich ist, nicht nur mit dem Verabreichungsweg variieren wird, sondern auch mit der Natur 
des zu behandelnden Zustandes und dem Alter und der {Condition des Patienten und letztcn Endes ins Ermessen 
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des behandelnden Arztes oder Veterinars gesteUt ist Im aUgemehum wird jedoch eine 8*^^ ^™ ™ 
Bereich von etwa 5,0 bis 500 |xg per Kilogramm KSrpergewicht pro Tag hegen, beispielsweise im Bereicn von 30 
bis300ug/kg/Tag,vo^zugswciseimBercichvon50bis^50^g/kg/Tag. ,.n a n™,n 
Eine gewfinschTe Dosis kann zweckmaBig in einer einzigen Dosis gegeben werden oder ak verteilte Dosierun- 
gen in geeigneten Intervallen verabreicht werden, beispielsweise in zwei, drei, vier oder mehr Unterdosierungen 

^W^rend es sein kann, daB zur Verwendung in der Therapie ein TNFa-Inhibitor gemaB de r ^dung aJs- 
Rohprotein verabreicht werden kann, ist es vorzuziehen, das akUve Protein als pharmazeutische Formulierung 

^eErfindung betrifft fcrner eine pharmazeutische FormuUerung, die einenTNFa-Inhibitor, wie hier dcHniert, 
oder ein pharmazeutisch annehmbare* Derivat davon umfaBt, zusammen nut einem oder mehreren Pharmazeu- 
tisch annehmbaren Tragern dafUr und gegebenenfalls anderen therapeufaschen -und/oder P^phyl^t. chen 
Bestandteilen. Der Trager oder die Trager mQssen "annehmbar" sein in dem Sinne, daB ne nut den Bestandteilen 

derForminieimgvertragu^^ Hm*hTnMrii h n 7 um 

Die erfindungsgemaBen Inhibitoren konnen daher zur parenteralenyerabrcwhung (z. B. durch ^10 ^zum 
Beispiel Bolusinjektion oder kontinuierliche Infusion) formuliert sein und konnen in Einheitsdosis I orm i .n , \mpul, 
£n vorgefertigten Spritzen, kleinvolumigen Infusionen oder in Multidosisbehaltern mit zugesetztem Komervie- 
^rnfrteldS 

Sen in waBrigen Tragern annehmen und konnen Formulierungsmittel enthalten, wie Suspendicr-, Stabilisier- 
^SSJS^nmOf kann der aktrve Bestandteil in Pulverform sein, erhalten durch aseptische 
"KZiSitai Feststoff oder durch Lyophilisierung aus L6sung zur Zubereitung m,t einem gee,gneten 
TraEer,z.B.sterilempyrogenfreieraWasservor der Verwendung. 

Der TOF^LMbitor gemaB der Erfindung kann auch in Kombination mit anderen therapeutischen Mitteln, 
bespielsweise anderen Cytokinen oder Inhibitoren davon, verwendet werden. 

iffe^t^^ 

faUs ge^nniuieBemle chemische Modifeierung, oder sie kennen ^f'^"" -6 
Obliche Methoden zur Herstellung von Proteinen,bei S p ekwece durch rekombmante ' DNA-Technfca 

GemaB einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung des Tumor ^Necrose Fatter 
o-tahibitors gemaB der Erfindung durch Reinigung aus naturlichen Quelle* besonders Unn 
FiSerDarienten. eeschaffen. Eine solche Reinigung umfaBt beispielsweise Schntte des Konzentnerens des rohen 
SrtsTrrn^^n^uchei' ^iebe^atiemen, Ausfflln des rohen TNFo-INH aus dem Urin , und Frakuonieren des 
wllNH aut*« ande« Prcteinen dieses Niederschlags durch eine oder ^re MaBnahmen b«sp.eb- 
weisTlon™^ 

pMe,Irnmunoabsorptions-undAffmitatschroma^ 

Der Tumor Necrose Faktoro-Inhibitor gemaB der Erfindung ist auch erhalthch aus menschhhchenr makro 
phagenhaltigem Gewebe, beispielsweise Lungenspfilungen und Extrakten von menschheher Leber, woraus er 
durch Standardreinigungsstechnito ,, . j,. 

SltuXheriindr^ 

eine Reihe von Schrhtcn, wie oben erwahnt, gereinigt werden. Nach jedem der ReinigungsschnttV kann ' to 
Mwesenheit und Reinheh des TNFo-INH in einem Test auf Cytotoxizitlt m Anwesenheit von^ Actaomyc n D 
(ActtD) unter Verwendung einer TNF-empFmdUchen Zellinie L929 gemessen werden, w.e von G. Nedwin et al, 

'^ler b^en^Stoungsform des Verfahrens wird der TNFo-INH zunachst aus unbehendeltem 
Urta isX w^S de?von menschlichen Fieberpatienten (>38 5°C). frei von UA-»^«»M Veiwen- 
dung einer Standardkonzentrationstechnik, beispielsweise UltrafutraUon, gesarnmeh j«d ^ 
kann dann aus dem rohen Urin unter Verwendung von Ammoruumsulfat, beispielsweise durch Z»8^von 
AZonTmsdfal, bis zu einer Konzentration von 80% (GewWoL) bei ™™?™™™^Zrto. 
VorzugsweUe kann das Ammoniumsulfat schrittweise zugesetzt werden und das bei medngeren ^n*™ 1 ™ 
nen oefflllte Material z. B. bei 40% (Gew./Vol.), wird verworfen Das Ammomumsultat kann durch Dialyse 
emfe'rnumd t entsandeni f fXoJ ^gereinigt werden, urn den TNFo-INH von anderen Protemen durch eine 

^tTdaS^ 

ine, je nach ihrer Differenz in der elektrischen Udung, abgetrennt werden. was ein 

seneigenschaften der Proteirie ist Geeignete Materialien Or d.e ^tonenaustau ^^om^graphe umrusen 
Ann^ethyMulosederivate, beispielsweise quaternare An^oee^^^ 

minoethylcellulose (DEAE-Cellulose), welche in weitem MaBe m H^ de L er ^*^ n D ^ 0n ^"^HCl 
saule soUte vor deJ Anwendung des Konzentrats- unter Verwendung ernes Sf«^ 
gegebenenfalls enthaltend ein Chelatmittel wie EDTA, equil.bnert werdeni Gebundenes Material kann au; i der 
Saule unter Verwendung einer Salzlosung (beispielsweise 03 M Natnumclond, aufgebracht mit dem Equilibne- 

r XStS e nen n von der ««-»«**^-*.T*»^ 

zur Kationenaustauschchromatographie umfassen Derivate der Cellulose wie &rboxymethyl-(CMH;eUulose 
ItoSSffia, Uppsala, Sehweden). Die Side soUte mit einem geeigneten Puffer w.e 
N^triuntS^ 

0^ M Natriumchlorid enthalt, eluiert werden. 
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Die vereinigten aktiven Fraktionen werden weiter gereinigt durch Affinitatschromatographie auf gebunde- 
nem rekombinantem TNFa (rhTNFaA gekuppelt an eine geeignete Matrix, beispielsweise Mini-Leak Agarose 
(Kern En Tec, Biotechnology Corp., Danemarkji Die Saule sollte gepuffert sein, unter Verwendung von beispiels- 
weise einem Phosphatpuffer (z. B. 0,8 M Kaliumphosphat pH 8,6). Aktive Gruppen, die nicht an rh TNFa 
gebunden sind, sollten blockiert werden unter Verwendung von Ethanolamin-HCl pH 8,5 Puffer. Die Saule sollte 5 
mit einem geeigneten Puffer, beispielsweise Tris-HCl, gegebenenfalls enthaltend Natriumchlorid, equilibriert 
werden und der TNFa-INH wird mit einem sauren (pH 3,5) Glycinpuffer eluiert. Die eluierten Fraktionen sollten 
sofort auf pH 7,0 durch Zugabe von beispielsweise Tris-Base eingestellt werden. 

Die aktiven vereinigten Fraktionen werden vorzugsweise vor dem endgiiltigen Reinigungsschritt der Um- 
kehrphasen-FPLC (Fast-protein-liquid-Chromatographie) lyophilisiert werden. Vor deren Aufbringung auf die 10 
FPLC-Saule sollte die lyophilisierte TNFa-INH-Fraktion mit einem geeigneten Puffer wie Trifluoressigsaure 
(TFA) (Fulka, Buchs, Schweiz), Heptafluorbuttersaure (HFBA) oder Essigsaure gepuffert werden. Die Hution 
des TNFa-INH aus der FPLC-Saule kann unter Verwendung ublicher Techniken durqhgefiihrt werden, bei- 
spielsweise mit einem geeigneten Puffer, wie vorstehend beschrieben, gegebenenfalls enthaltend einen Alkohol, 
beispielsweise N-PropanoL 15 

Die eluierte Fraktion sollte sofort gepuffert werden, beispielsweise mit Ammoniumbicarbonat und lyophili- 
siert werden. Der TNFa-INH ist dann in im wesentlichen homogener Form, geeignet zur weiteren Prufung auf 
biologische Aktivitat und zur Herstellung in einer geeigneten Form zur therapeutischen Verwendung. 

Es wird demnach als weiterer oder alternativer Aspekt der Erfindung ein Protein geschaffen, das TNFa-ver- 
mittelte Aktivitat selektiv hemmt, die im wesentlichen identisch ist mit derjenigen, die nach dem obigen Verfah- 20 
renerhaltenwurde. 

Die Fahigkeit, den TNFa-INH der vorliegenden Erfindung bis zur Homogenitat zu reinigen, hat die Sequen- 
zierung des N- terminal en Teils dieses Proteinmolekiils ermoglicht Diese Sequenz nimmt teil beim Klonen eines 
Gens, das TNFa-INH kodiert, und ermoglicht so die Produktion von groBen Mengen von TNFa-INH in reiner 
Form zur weiteren biologischen Untersuchung und gegebenenfalls zum therapeutischen Testen und zur Ver- 25 
wendung. 

Proben von homogenem TNFa-INH gemaB der Erfindung kdnnen durch ubliche Techniken sequenziert 
werden, beispielsweise unter Verwendung eines handelsiiblichen automatischen Sequenzers, unter Verwendung 
von entweder Ninhydrin- oder Gasphasenermittlung. Die ersten 17 Reste des aminoterminalen Teils des 
menschlichen TNFa-INH, wie hier definiert, umfassen die folgende Sequenz: 30 



Asp-Ser-Val-Cys-Prc-Gln-GIy-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln-Cys-Asn-Ser-Ile 

(identifiziert unter Verwendung eines automatischen Sequenzers, Modell 477A von Applied Biosystems). 

Es wird ferner angenommen, daB die nachsten drei Aminosauren eine Glycoxylierungsstelle schaffen und daB 35 
die Sequenz so fortfahrt: 

Asn-Ser-Thr-Lys. 

Es sei erwfihnt, daB eine gute Methode zur Schaffung groBer Mengen von TNFa-INH in reiner Form durch 40 
rekombinante DNA-Techniken besteht, welche in der Fachwelt gut bekannt sind. Jedoch erfordert die erf olgrei- 
che Anwendung solcher Techniken nicht nur, dafl der natiirliche und rekombinante TNFa-INH oder seine 
Aktivitat genau gemessen werden, sondern auch daB sowohl das naturliche als auch das rekombinante Produkt 
bis zur Homogenitat gereinigt werden kann. 

GemaB einem noch weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zur Erzeugung eines « 
Tumor Necrose Faktor-Inhibitors gemaB der Erfindung oder eines Derivats davon geschaffen, durch Expression 
einer DNA-Sequenz, die einen solchen Inhibitor in einem geeigneten transformierten Wirt kodiert 

Ein solches Verfahren umfaflt das Zuchten eines mit Molekiilen von rekombinanter DNA transformierten 
Wirts, umfassend DNA-Sequenzen, die den Inhibitor kodieren, welche in einen geeigneten Vektor eingeschoben 
worden sind. 50 

Geeignete eukaryotische und prokaryotische Wirte konnen beispielsweise sein Stamme von Bakterien, Hefen, 
andere Pilze und tterische Zellen (einschlieBlich Insektenzellen) und Pflanzenzellen im Gewebe. Besonders 
bevorzugte Wirtszellen sind Hefezellen, E. coli-Zellen und tierische Zellen. 

Die Expression eines Proteins mit Tumor Necrose Faktor-Inhibitor- Aktivitat wird erreicht durch Zuchten der 
transformierten Wirtzellen in einem geeigneten Wachstumsmedium. Normalerweise wird ein solches Medium 55 
enthalten eine Quelle far Stickstoff wie Ammoniumsulfat, eine Quelle far Kohlenstoff und Energie wie Glucose 
oder Glycerin, Spurenelemente und Faktoren, die f Ur das Wachstum der besonderen Wirtszellen wesentlich sin± • 
Die genauen Zuchtungsbedingungen werden von dem gewahlten Wert abhangen; so wird beispielsweise im 
Falle von E coli submerse aerobe Fermentation bevorzugt, vorzugsweise bei etwa 37° C. 

Zusatzlich kann die Expression induztert werden, beispielsweise durch Zugabe eines Induziermittels oder w 
Verwendung von induzierenden Bedingungen fflr das Promotorsystem, das in dem Expressionsvektor verwen- 
detwird. 

In Abhangigkeit von dem Wirt kann der TNFa-Inhibitor als granulare Inklusionskdrper produziert werden, 
welche nach der Zellyse durch Differentialzentrifugieren gewonnen werden konnen; diese konnen durch Obliche 
Methoden solubilisiert und durch hier beschriebene Methoden zur Reinigung des Urin-TNFa-INH gereinigt 65 
werden. Alternativ kann der TNFa-Inhibitor in Ldsung in dem Cytosol sein, das in den periplasmischen Raum 
abgegeben oder zweckmaBig in das Kultur medium abgegeben wird. 

Die Wirtszellen werden durch rekombinante DNA-Molektlle transformiert, welche eine DNA-Sequenz em> 

5 
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halten die einen TNFo-Inhibitor kodieren, der in einen Expressionsvektor eingeschoben wurde. 

se Derivate von Phagen-A und andere DNA-Phagen, beispfekwe.se M13, und andere faden- 
Wrmtee SSff DNA-Phagen. Vektoren, die in Hefen verwendbar sind umfasser, das 2 £^'4 u ^ 
S diXeSSXn Zellen wie tierisehen Zellen verwendbar sind, umfessen solche, enthaltend SV-40 

werden welche wirksam an die TNF-Inhibitor-DNA-Sequenz geknOpft werden kann, so daB sie ^F° ss '°" 
d^SrMeTD^-Seauenz steuert und reguliert. Beispiele von brauchbaren Expressions-Kontrollsequenzen 

toren, stammendvon Polyoma, Adenovirus Retrovirus . ertkm von TOPa-lnhibitor- 

.,nd seine wirksame Verkniipfung an erne Expressionskontrollsequenz wird durch eine Vielzam J?» 

wesentHAendfegleichen biology 

Erfmdung ein N-terminales Methionui umfassen. A^J^.S^^^^^^'Me^ 
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TNFa-INH, welcher die DNA-Sequenz kodiert, zu unterstQtzen oder die Sekretion, Reifung oder Reinigung des 
TNFa-INH von dem Wirt zu fdrdern; das verschmolzene (integrierte) Polypeptid kann intra- oder extra-cellular 
durch bckannte Tcchniken cntfernt werden oder der TNFa-INH kann zusammcn mit dem integrierten Polypep- 
tid verwendet werden. 

Die TNFa-Inhibitoren, die durch Zttchten der eukaryotischen und prokaryotischen Wirte, transformiert mit 
DNA-Sequenzen, die TNFa-Inhibitoren kodieren, erzeugt werden, k6nnen dann nach Reinigung in den pharma- 
zeutischen Zusammensetzungen gemaB der Erfindung verwendet werden. 

Es sei erwahnt, daB, falls der TNF«-Inhibitor gemaB der Erfindung durch tierische Zellen erzeugt wurde, 
dieser ein Glycoprotein ist. Prokaryotische Expressionssysteme werden jedoch das Protein in unglykolisiertem 
Zustand erzeugen. AuBerdem kann das glykoUsierte Protein durch bekannte Techniken im wesentlichen entgly- 
kolisiert werden, beispielsweise durch Verwendung von Endoglykosidase-Enzymen. 

Die folgenden nicht-beschrankenden Beispiele erlautern die Erfindung. Alle Temperaturen sind in °C und alle 
Prozentkonzentrationen in Gew.-/Vol. angegebea 

TNFff-Hemmtest 

Der Prozentsatz an TNFa-INH- Aktivitat in den in den Beispielen beschriebenen Fraktionen wurde bestimmt, 
indera angenommen wurde, daB die Werte fiir die optische Dichte (OD) von Murin L929-Zellen, die durch 
Actinomycin D (acti D) stimuliert wurden, einer 100%igen Inhibierung bzw. Hemmung entsprechen, wahrend 
das OD aus Zellen, die mit Actinomycin D und TNFa geztlchtet wurden, einer maximalen Zellmortalitat von 0% 
TNFcc-Inhibierung entsprach. Die in dem Versuch verwendete TNFa war rekombinante menschliche TNFa 
(rhTNFofyt erzeugt in E. coli, wie von A. Marmenout eL aL, "Molecular cloning and expression of human tumour 
necrosis factor and comparison with mouse tumour necrosis factor", Eur. J. Biochem, 152, Seite515 (1985) 
beschrieben. Demnach wurde der Prozentsatz an TNFa-Inhibierung in dem Cytotoxizkatstest gemaB der 
Formel (I) berechnet: 

Prozentsatz an TNFa-INH-Aktivitat ~ 

100 x [ ~(0D mit acti D + rhTNFg + TNF^INH - (OD mit acti D + rhTNFg) 
|_ (OD mit acti D) - (Od mit acti D + rhTNFg 

Beispiel 1 

Reinigung von Urin-TNFa-INH 

a) Konzentration von Protein aus menschlichem Urin 

Menschlicher Urin (15 Liter) wurde frisch erhalten aus einem Pool von 5 Patienten vor irgendeiner Behand- 
lung. Zwei der Patienten litten an kleinzelligem Carcinom, einer an maligner Histocytose, einer an Polymyocitis 
und einer an Sepsis. Alle waren hoch fiebernd (>38,5 0 C) und waren frei von Harnweginfekten. Der Urin wurde 
bei 4° auf einem Amicon Ultrafiltrationshohlfaserapparat konzcntriert, mit einem Abschneiden (Abspaltung) 
der MolektilgrdBe von etwa 5 kDa. 

b) Fallung des Proteins aus menschlichem Urin 

Die Ansammlung von konzentriertem Urin wurde mit festem Ammomumsulfat gesattigt, indem das Sulfat 
langsam unter gleichmaBigem ROhren bei +° zugesetzt wurde, bis eine Ammoniumsulfatkonzentration von 40% 
erreicht war. Der Niederschlag wurde durch Zentrifugieren entfernt, verworfen, und der Oberstand wurde durch 
Zugabe von weiterem Ammoniumsulfat auf 80%igeSattigung eingestellt Durch Zentrifugieren wurde ein Pellet 
erhalten, das in 150 ml 20 diM Natriumphosphat (pH 72) und 150 mM Natriumchlorid wieder suspendiert 
wurde. Das Ammoniumsulfat wurde durch Dialyse bei 4° unter Verwendung von 10 mM Tris-HCL pH 7,4, 2 mM 
EDTA und 5 mM Benzamidiri-HCl entfernt 

c) Identifizierung von TNFa-INH- Aktivitat 

Die halb-gereinigte Fraktion von Beispiel 1(b) wurde in einem Cytotoxizitatstest mit der TNF-empfindlichen 
Zellinie L929 in Anwesenheit von Actinomycin D getestet. Bei einer VerdQnnung von 1 : 20 der halb-gereinigten 
Fraktion wurde totale Hemmung des cytotoxischen Effekts, induziert durch rhTNFa, beobachtet, so daB der 
OD570nm-Wert identisch war mit demjenigen, der in Anwesenheit von Actinomycin D allein (ODszoiun - 1^) 
gemessen wurde. 

Weiterhin wurde die inhibitorische Aktivitat (Hemmkonzentration) in Verdfinnungen der Fraktion bis zu 
1 : 160 an Zellen (OD570 nm = 0,83) beobachtet, wahrend der Kontrollwert von rhTNFa bei einer Endkonzentra- 
tion von 0,2 ng/ ml, gemessen in Anwesenheit von Actinomycin D, niedriger war (ODs70nm = 0,73), so daB 50% 
Hemmung beobachtet wurde, bei einer VerdUnnung von etwa 1 : 100 (ODszonm => 1,10). Der TNFor-INH hatte 
keine Wirkung auf die Zellenlebensfahigkeit, wenn ohne Actinomycin D getestet wurde. 
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d) Vergleich der Wirkung von TNFa-INH auf TNFa- und -^induzierte CytotoxiziUt 

EmCytotoxiziamestwurdedurchge^ 
senheit von Actinomycin D. uater Verwendung eines Konzentrauonsbereichs : von TNFa oder TOFft um den 

1 • 20 1 : 50 und 1 : 80 getestet Die Kootrolltests warden in Abwesenheit von TNFa- oder TNF^Qtokine^ and 

chen. dS der erfindungsgemSBe Inhibitor einigen inhibitorischen Effekt (Hemmwirkung) auf die INF/^«m£ 
rite C^otoxizitat im Bereich von etwa 50% bis hinunter zu 2% der TNFa-Hemmung mit ste.gender TNF£ 
Konzentration hat 

Tabelle 1 



60 



Endkonzentrationvon Formvon EndverdOnnung von Sephacryl 
TNFfaoder/JXpg/ml) Cytokine S f T ^Sn" ^ 
zugesetzt zu Actinomycin-D- zugesetzt zu auf L929-ZeIleD (OD570 W 
behandeltenL929-Zellen denZellen keine 1/20 


1/50 . 


1/80 


0 


0 


>1$0 


>1,90 


>1,90 


>1,90 


10 


a 
P 


ND 
1,16 


ND 

1,66 


ND 
1,46 


ND 
1,39 


20 


a 
P 


130 
1,02 


>1,90 
1,51 


1,72 
1,21 


1,68 
1,22 


50 


a 
P 


1,02 
0,65 


>1,90 
1,03 


1,72 
0,84 


1,68 
0,68 


100 


a 
P 


0,73 
0^7 


1,78 
0,71 


1,69 
0,59 


1.51 
0,52 


250 


a 
P 


0,38 
0,24 


1,70 
0,44 


1,70 
0,31 


133 
0,24 


500 


a 
P 


0^0 
0,17 


1,52 
030 


U9 
0,26 


1,11 
0,18 


1250 


a 
P 


0,19 

0,11 


1,09 
0,13 


1,10 
0,19 


0,76 
0,13 


2500 


a 
P 


0,06 
ND 


1,03 
ND 


0,80 
ND 


0,47 
ND 






Bfcispiel 2 . 









Gelfiltration von Urin-TNFo-INH 

Der halbgereinigte TNFa-INH gemSB Beispiel 1(b) wurde dureh GemitrationscteoMtograpWe ^ei £auf 
einer Sephfcryi S 200-Saule (0,9 x 60cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), d. . ■ 5 ImM T™-HO^«er 
fnH 7 4\ enthaltend 100 mM Natriumchlorid, aquflibriert worden war, gereinigt Eine Probe der ProtenuraKnon 
^ n£ 0 I ml) ' ^rd« ^uTdie Saule gegeben und mit dem gleichen Puffer bei einer ^Bg«ch^ g ke.tvon 
54 n^ elm™rlFrakL"en(^5 ml)^ 

Akuvftai Ste aus dem Gel in einem einzigen Peak. Die inhibitor^ Aktmtat zeigte em schembares 
Molekulargewicht von 40 bis 60 kDa (vergL Fig. 1). 

Beispiel 3 

Chromatofokussierung von Urin-TNFo-INH 

pi des TNFa-INH-Proteins. 



OS 39 10 323 



BeispicI 4 

Ionenaustauschchromatographie von Urin-TNFa-INH 

DerhalbgereinigteTNFa-INHvon Beispiel 1(b) wurdedurchAnionen-Austauschchromatographie bei 4° auf 
einer DEAE-Sephadexsaule (2,6 x 20 cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), die in 10 mM Tris-HCl-Puffer 
pH 8,0, enthaltcnd 2 mM EDTA, aquilibriert war, gercinigt Gebundenes Material wurde aus der Saule rait dem 
Aquilibrierungspuffer, enthaltend 0,8 M Natriumchlorid, eluiert Fraktionen (8,0 ml) wurden gesammelt, auf 
TNFa-INH-Aktivitat getestet und die inhibitorischen Fraktionen wurden vereinigt (160 ml) und gegen 10 mM 
Natriumacetat-PufferpH 5,0(4 x 2 1) dialysiert 

Der TNFa-INH wurde weiter durch Kationen-Austauschchromatographie bei 4° an einer Sulfopropyl-Se- 
phadexsaule (0,8 x 15 cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), aquilibriert in 10 mM Natriumacetat- Puffer pH 5,0, 
gereinigt Gebundenes Material wurde aus der Saule mit dcm 0,5 M Natriumchlorid enthaltenden Aquilibrie- 
rungspuffer eluiert Fraktionen (7,5 ml) wurden gesammelt, auf TNFa-INH-Aktivitat getestet und die inhibitori- 
schen Fraktionen wurden vereinigt und auf das 20fache auf einem Amicon-Ultrafiltrationsapparat mit einem 
MolekiilgrdBenabschnitt von etwa 10 kDa eingeengt. 

Beispiel 5 

Gelfiltration von Urin-TNFa-INH 

Das TNFa-IHN-Konzentrat von Beispiel 4 wurde durch Gelfdtrationschromatographie bei 4° auf einer 
Sephacryl-S-200 Saule (2,6 x 100 cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), aquilibriert mit 50 mM Tris-HCl 
pH 7,4-Puffer, enthaltend 100 mM Natriumchlorid, gereinigt Eine Probe der Proteinfraktion aus Beispiel 4 
(200 mg) wurde auf die Saule aufgebracht und mit dem Aquilibrierungspuffer bei einer FlieBgeschwindigkeit von 
27 ml/h eluiert Fraktionen (9,0 ml) wurden gesammelt, auf TNFa-INH-Aktivitat getestet und die inhibitorischen 
Fraktionen wurde vereinigt Die Saule wurde mit Dextranblau (DB), 2000 KDa; Rinderserumalbumin (BSA), 
67 kDa; Ovalbumin (OA), 43 kDa; a-Chymotrypsinogen-A (oCT), 25 kDa; und Ribonclease A (RNase), 134 kDa 
kalibriert, wie in Fig. 4 gezeigt. 

Beispiel 6 

Affinitatschromatographie von Urin-TNFa-INH 

Eine TNFa-Affinitatssaule wurde hergestellt indem rekombinante, menschliche TNFa (1,0 mg) auf Mini 
Leak- Agarose (Kern En Tec, Biotechnology Corp, Danemark)in 0,8 MKaliumphosphat-Puffer pH 8,6 gekuppelt 
wurde. Die verbleibenden, aktiven Gruppen wurden durch Bebrtitung in 0,1 M Ethanolamin-HCl-Puffcr pH 8,5 
blockiert Das Gel wurde mit 50 mM Tris-HCl pH 7,4-Puffer, enthaltend 100 mM Natriumchlorid, gewaschen 
(3 x 50 ml). Eine Probe der TNFa-INH-Fraktionen aus Beispiel 5 (15 ml) wurde auf die Saule aufgebracht und 
mit 0,2 M Glycin-HCI pH 3^-Puffer eluiert. Fraktionen (1,0 ml) wurden gesammelt, sofort durch Zugabe von 1 M 
Tris (5 bis 40 yl) auf pH 7,0 eirigestellt und auf TNFa-INH-Aktivitat getestet 

Beispiel 7 

Umkehrphasen-FPLC-Chromatographie von Urin-TNFa-INH 

Die TNFa-INH-Fraktionen aus Beispiel 6 wurden lyophilisiert, in 0,1% Trifluoressigsaure (2,0 ml) geldst und 
auf ProRPC-Umkehrphasen-FPLC-Saule (5 x 20 cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), aquilibriert in 0,1% 
Trifluoressigsaure, aufgebracht Gebundenes Material wurde mit einem 0 bis 100% Acetonitril-Gradienten in 
0,1 % Trifluoressigsaure bei einer FlieBgeschwindigkeit von 0,3 ml/min eluiert. Zu jeder Fraktion (0,75 ml) wurde 
0,5 M Ammoniumbicarbonat (10 ul) zugesetzt und das eluierte Material wurde lyophilisiert 

Die Umkehrphasen-FPLC-Chromatographie ergab einen grdBeren Peak entsprechend der TNFa-INH-Akti- 
vitat Die lyophilisierten Fraktionen, welche diese Akivitat enthielten, wurden in 10 mM Tris-HCl pH 7,4-Puffer, 
enthaltend 2 mM EDTA, geldst und mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS PA- 
GE) analysiert, wobei die von U. Laemmli et aL, Nature, 277, S, 680 (1970), beschriebene Methode angewandt 
wurde, Es wurde gefunden, daB der TNFa-INH mit einem Molekulargewicht von 33 kDa eluiert (vergl Fig. 4) 
wurde. Proben, welche unter nicht-reduzierenden Bedingungen liefen, wurden auf TNFa-INH-Aktivitat bei 
einer Verdiinnung von 1: 10 auf L929-Zellen in Anwesenheit von 0,15mg/ml rhTNFa getestet Die gegen 
rhTNFa gerichtete Aktivitat wanderte mit einem scheinbaren Molekulargewicht, das mit der 33-kDa-Bande auf 
dem Gel, gelaufen unter reduzierenden Bedingungen, identisch war. 

Beispiel 8 

Protein-Sequenzierung von Urin-TNFa-INH 

Die aus der Umkehrphasen-FPLC-Chromatographie isolierte TNFa-INH-Fraktion wurde im Vakuum einge- 
engt und auf ein hergerichtetes Sequenzierfilter gettlpfelt Das Protein wurde mit einem Applied Biosystems 
Model 477A-Protein-Sequenzer analysiert Fraktionen von den sequenzierenden Zyklen wurden zur Trockene 
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Beispiel 4 

Ionenaustauschchromatographie von Urin-TNFa-INH 

Derhalbgereinigte TNFa-INH von Beispiel 1(b) wurde durch Anionen-Austauschchromatographie bei 4° auf 
einer DEAE-Sephadexsaule (2,6 x 20 cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), die in !0mM Tris-Ha-Puffer 

SH 8,0, enthaltend 2 mM EDTA, aquilibriert war, gereinigt Gebundenes Material wurde aus der Saule mit dem 
. .quilibrierungspuffer, enthaltend 0,8 M Natriumchlorid, eluiert Fraktionen (8,0 ml) wurden gesammelt, auf 
TNFa-INH-Aktivitat getestet und die inhibitorischen Fraktionen wurden vereinigt (160 ml) und gegen 10 mM 
Natriumacetat-PufferpH5,0(4 x 2 1) dialysiert 

Der TNFa-INH wurde weiter durch Kationen-Austaiischchromatographie bei 4° an einer Sulfopropyl-Se- 
phadexsaule (0,8 x 15 cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), aquilibriert in 10 mM Natriumacetat-Puffer pH 5,0, 
gereinigt. Gebundenes Material wurde aus der Saule mit dem 0,5 M Natriumchlorid enthaltenden Aquilibrie- 
rungspuf fer eluiert Fraktionen (7,5 ml) wurden gesammelt, auf TNFa-INH-Aktivitat getestet und die inhibitori- 
schen Fraktionen wurden vereinigt und auf das 20fache auf einem Amicon-Ultrafiltrationsapparat mit einem 
MolekOlgrdBenabschnitt von etwa 10 kDa cingeengt. 

Beispiel 5 

Gelfiltration von Urin-TNFa-INH 

Das TNFa-IHN-Konzentrat von Beispiel 4 wurde durch Gelfiltrationschromatographie bei 4° auf einer 
Sephacryl-S-200 Saule (2,6 x 100 cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), aquilibriert mit 50 mM Tris-HCl 
pH 7,4-Puffer, enthaltend 100 mM Natriumchlorid, gereinigt. Eine Probe der Proteinfraktion aus Beispiel 4 
(200 mg) wurde auf die Saule aufgebracht und mit dem Aquilibrierungspuffer bei einer FlieBgeschwindigkeit von 
27 ml/h eluiert Fraktionen (9,0 ml) wurden gesammelt, auf TNFa-INH- Aktivitat getestet und die inhibitorischen 
Fraktionen wurde vereinigt Die Saule wurde mit Dextranblau (DB), 2000 KDa; Rinderserumalbumin (BSA), 
67 kDa; Ovalbumin (OA), 43 kDa; o-Chymotrypsinogen-A (oCT), 25 kDa; und Ribonclease A (RNase), 13,5 kDa 
kaJibriert, wie in Fig. 4 gezeigt. 

Beispiel 6 

Affinitatschromatographie von Urin-TNFa-INH 

Eine TNFa-AffinitatssauIe wurde hergestellt, indem rekombinante, menschliche TNFa (1,0 mg) auf Mini 
Leak- Agarose (Kem En Tec, Biotechnology Corp, Danemark) in 0,8 MKaliumphosphat-Puffer pH 8,6 gekuppelt 
wurde. Die verbleibenden, aktiven Gruppen wurden durch BebrUtung in 0,1 M EthanoIamin-HCI-Puffer pH 8,5 
blockiert Das Gel wurde mit 50 mM Tris-HCl pH 7,4-Puffer, enthaltend 100 mM Natriumchlorid, gewaschen 
(3 x 50 ml). Eine Probe der TNFa-INH-Fraktionen aus Beispiel 5 (15 ml) wurde auf die Saule aufgebracht und 
mit 0,2 M Glycin-HQ pH 3,5-Puffer eluiert. Fraktionen (1,0 ml) wurden gesammelt, sofort durch Zugabe von 1 M 
Tris (5 bis 40 ul) auf pH 7,0 eingesteflt und auf TNFa-INH-Aktivitat getestet 

Beispiel 7 

Umkehrphasen-FPLC-Chromatographie von Urin-TNFa-INH 

Die TNFa-INH-Fraktionen aus Beispiel 6 wurden Iyophilisiert, in 0,1% Trifluoressigsaure (2,0 ml) gel6st und 
auf ProRPC-Umkehrphasen-FPLC-Saule (5 x 20 cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), aquilibriert in 0,1 % 
Trifluoressigsaure, aufgebracht Gebundenes Material wurde mit einem 0 bis 100% Acetonitril-Gradienten in 
0,1% Trifluoressigsaure bei einer FlieBgeschwindigkeit von 0,3 ml/min eluiert. Zu jeder Fraktion (0,75 ml) wurde 
0,5 M Ammoniumbicarbonat(10 (il)zugesetzt und das eluierte Material wurde Iyophilisiert 

Die Umkehrphasen-FPLC-Chromatographie ergab einen grOBeren Peak entsprechend der TNFa-INH-Akti- 
vitat Die lyophilisierten Fraktionea welche diese Akivitat enthielten, wurden in 10 mM Tris-HCl pH 7,4-Puffer, 
enthaltend 2 mM EDTA, gel6st und mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS PA- 
GE) analysiert, wobei die von U. Laemmli et aL, Nature, 277, S. 680 (1970), beschriebene Methode angewandt 
wurde. Es wurde gefunden, daB der TNFa-INH mit einem Molekulargewicht von 33 kDa eluiert (vergL Fig. 4) 
wurde. Proben, welche unter nicht-reduzierenden Bedingungen liefen, wurden auf TNFa-INH-Aktivitat bei 
einer Verdunnung von 1: 10 auf L929-Zellen in Anwesenheit von 0,15mg/ml rhTNFa getestet Die gegen 
rhTNFagerichtete Aktivitat wanderte mit einem scheinbaren Molekulargewicht, das mit der 33-kDa-Bande auf 
dem Gel, gelaufen unter reduzierenden Bedingungen, idcntisch war. 

Beispiel 8 

Protein-S equenzierung von Urin-TNFa-INH 

Die aus der Umkehrphasen-FPLC-Chromatographie isolierte TNFa-INH-Fraktion wurde im Vakuum einge- 
engt und auf ein hergerichtetes Sequenzierfilter getOpfelt Das Protein wurde rait einem Applied Biosystems 
Model 477A-Protein-Sequenzer analysiert Fraktionen von den sequenzierenden Zyklen wurden zur Trockene 
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eingedampft und in N,N-Diisopropylethylaminaoetat und Acetonitril vor der Injektion in cine HPLC-SSule Fflr 
Restidentifizierung wiedersuspendiert 
Die ersten 17 Aminosaurereste des N-terminalen Endcs wurden identifiziert und haben die Sequenz: 

Asp-Ser-Val<;ys-Pro-CIn-Gly-Lys-IVr-ne-His-Pro-Gln-Cys-Asn-Ser-Ile. 

Es wind weiterhin angenommen, daB die nachsten drei Ammosauren eine Glykosylierungsstelle darstellen und 
daB die Sequenz somit sich rait Asn-Ser-Thr-Lys fortsetzt Diese Sequenz ist nicht deutlich homogen zu 
irgendeiner Proteinsequenz, die in der NBRF-Proteinsequenzdatenbasis (November 1988) enthalten ist 

Beispiel 9 

VeranschauUchung, daB TNFa-INH ein Protein ist 

(a) Zeit- undTemperaturabhangigkeit 

Der Sephacryl Sr200-gereinigte TNFa-INH gemaB Beispiel 2, erhalten durch Vereinigen der ROhrchen mit 
den aktiven Fraktionen, wurde auf 56°, 75° und 95° erhitzt Die TNFa-[NH-Aktivitat wurde nach 10, 20 und 
60 min gemessen und durch Vergleich mit unbehandelten Proben wurde der Prozentsatz an TNFa-INH-Aktivi- 
tat gemaB Formel (I) errechnet Die in der folgenden Tabelle 2 angegebenen Ergebnisse zeigen, daB die 
TNFa-INH-Aktivitat in zeit- und temperaturabhangiger Weise sinkt 



Hitzeinaktivierung 


Temperatur 


Zeit 


Prozent TNFa-INH- 


(°C) 


(min) 


Aktivitat 




10 


100 


56 


20 


100 




60 


93 




10 


60 


75 


20 


26 




60 


15 




10 


27 


95 


20 


10 




60 


13 



(b) Empfindlichkeit fiir Trypsinverdauung (digestiver Abbau) 

Trypsin (500 ug) (Sigma, St Louis, Mo.)ui 0,2 M Tris-HCI-Puffer (pH 8,0), enthaltend 1 mM Calciumchlorid, 
wurde zu den vereinigten Fraktionen des Sephacryl S-200-gereinigten Urin-TNFa-INH von Beispiel 2 gegeben 
und 4 h bei 37*C bebrtttet Ein anderer Anteil von Trypsin (500 ug) wurde zugesetzt und die Verdauung weitere 
20 h fortgesetzt bei welcher Zeit die Reaktion durch Zugabe von Sojabohnentrypsin-Inhibitor (2 mg) (Sigma, St 
Louis, Mo.) beendet wurde. Der Prozentsatz der TNFa^INH-uihibitorischen Aktivitfit des Trypsinauszugs und 
der Kontrollprobe wurde bestimmt bei einer EndverdUnnung von 1 : 20 des Pools der vereinigten Fraktionen auf 
L929-Zeuen, stimuliert durch rhTNFa in Anwesenheit von Actinomycin D gemaB Formel (I). Die Ergebnisse 
sind in der folgenden Tabelle 3 aufgefGhrt 

Trypsin-Inaktivierung 



Bedingungen ProzentanTNFo-INH- OD570nm 

Aktivitat 



Puffer allein 0 
Trypsin + Sojabohnen-Trypsininhibitor in Puffer 0 
teilweise gereinigter Sephadex S-200-Urin 61 
teilweise gereinigter Sephadex S-200-Urin, 23 
verdaut mit Trypsin . 

(c) Behandlung mit Harnstoff 

Der mit Sephacryl S-200 gereinigteTNFcr-INH von Beispiel 2 wurde zu 2 M Harnstoff gegeben und ausgiebig 
bei 4' gegen Phosphat-gepufferte Salzlfisung (PBS), enthaltend 2 M Harnstoff, dialysiert Die Dialyse gegen PBS 
wurde vor der Biobestimmung wiederholt Es wurde gefunden, daB die TNFa-INH-Aktivitat nicht angegriffen 
war, was anzeigt, daB die inhibitorische Aktivitat durch ein Molekfll mit niedrigem Molekulargewicht, gebunden 



0,71 
0,70 
1,46 
1,03 



10 
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an ein Protein, nicht vermittelt wurde. 



Beispiel 10 

Veranschaulichung von konfcurrierender (kompetitiver) Hemmung 

Der Sephacryl S-200-gereinigte TNFa-INH von Beispiel 2 wurde bei einer Verdiinnung von 1 : 10 gegen 
steigende Mengen von rhTNFa auf L929-Zellen getestet Eine umgekehrte Wechselbeziehung zwischen der 
Menge an vorhandenem rhTNFa m dem Test und dem Grad der Hemmung wurde beobachtet (siehe Fig. 3) 
Demnach wird die Hemm-Aktivitat kompetitiv durch steigende Konzentrationen an rhTNFa Oberwunden. 

Beispiel 11 

Hemmung der TNFa-vermittelten PGE^Produktion durch dermale Fibroblasten 

Menschliche dermale Fibroblasten wurden bei einer KonzentraUon von 2,0 x 10 4 Zellen/Vertiefung einge- 
bracht und 48 h geztlchtet. Die Zellen wurden dann mit DMEM-Puffer, erganzt mit 10% FCS als Kontrolle, 
stimuliert Zellen wurden auch mit rhTNFa bei Konzentrationen im Bereich von 0,5 bis 5 mg/ml stimuliert, und 
der Effekt des TNFa-INH aus Beispiel 5 wurde bei drei Verdunnungen (1 : 20, 1 : 50 und 1 : 80) in dem obigen 
Puffer beobachtet Nach 72stQndiger Bebrfltung wurde die PGE 2 -Produktion im Oberstehenden durch Radioim- 
munoassay unter Verwendung eines PGE2-Antiserums [siehe J. M. Dayer et aL, J. Clin. Invest, 67, S. 1385 (1979)1 
gemessen. ' 1 n 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 4 gezeigt und veranschaulichen, daB die Fahigkeit von rhTNFa, 
die PGErProduktion durch dermale Fibroblasten zu stimukeren, durch die Zugabe von TNFa-INH bei alien 
drei Verdunnungen gehemmt war. Bei einer Verdiinnung von 1 ;80 von TNFa-INH war die inhibitorische 
Aktivitatteilweise durch steigende rhTNFa-Konzentrationen ttberwunden. 



Konzentrationen von rhTNF PGErProduktion durch menschl., dermale Fibroblasten (ng/ml) 

auf menschl. Fibroblasten VerdQnnung von TNF-INH auf Fibroblasten 

(pg/ml) keine 1 :80 



1:50 



°. 50,6±7,4 88,8±5,6 . 1Q3,0±8,9 111,0±9,4 

500 160,0±14,l 126,0±93 115,9±6,6 113,9±7 t l 

2000 331,7±28,4 217,2±10,7 156,7±10,7 115,3±2L3 

5000 381,7±19,6 257,2±13,7 253,1±21,2 221,6±16,0 

Drei verschiedene Versuche wurden mit dem gleichen Stamm von Fibroblasten durchgefahrt Puffer oder 
TNFa-INH wurde bei verschiedenen Verdunnungen in Anwesenheit oder Abwesenheit von verschiedenen 
Konzentrationen an rhTNFa inkubiert Die PGE 2 -Produktion durch gezachtete, menschliche, dermale Fibrobla- 
sten wurde nach 3 Tagen gemessen. Die Werte stellcn die dreifachcn Mittel der drei Kulturen ± SEM (N = 3) 
dar. x 7 

Beispiel 12 

rhTNFa-Bindungshemmtest 

Rekombinante, menschliche TNFa wurde unter Verwendung der Jodogen-Methode von Fraker und Speck jr 
Biochem. Biophys. Res. Comra, 80, S.849 (1978), jodiert Die spezifische Aktivitat von [ l25 J]-INFa war 
2,2 x 10 4 cpm/ng und erzeugte eine einzige Bande mit einem Molekulargewicht von 17 kDa, wenn durch SDS 
PAGE analysiert wurde. Die menschliche Makrophagen-Zellinie U937 in aliquoten Anteilen von 10 8 Zellen 
wurde 2 h bei 4° in einem Kulturmedium (200 uJ), umfassend RPMI 1 640 (Gibco, Paisley, Schottlandj, erganzt mit 
Streptomycin (100 ng/ml), Penicillin (100 E/ml), 1,0% Glutamin und 10% foetalem Kalbsserum. und zusatzlich 
enthaltend 0,04% Natriumazid und 0,5 ng F 25 J>TNFa, gezQchtet Die Bindungshemmung wurde durch Zugabe 
von verschiedenen Verdunnungen an TNFa-INH (1 : 20, 1 : 200 und 1 : 2000) durchgefOhrt. 

Nicht-spezifische Bindung wurde in Anwesenheit eines lOOfachen Uberschusses von nichtmarkiertcm 
rhTNFa gemessen und die freie Radioaktivitat wurde von dem gebundenen [ 125 J]-TNFa durch Zentrifugieren 
dur ?f« m 0lgemisch ab &etrennt, wie von Robb et aL, J. Exp. Med, 154, S. 1455 (1981), beschrieben. ZeUgebunde- 
nes P 23 J]-TNFa wurde iiueinem Gamma-Zahler (LKB, Bromma, Schweden) gemessen und der Prozentsatz der 
Bindungshemmung wurde nach der Formel(II) bestimmt 

Prozent der Bindungshemmung: 

100 x 1 - f c P m TNFa-INH - cpm nicht-spezifische Bindung" ) 
[_cpm Gesarntbindung — cpm nicht-spezifische Bindung 
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Beispiel 13 

WirkimgvonTNFa-INHauf[ 125 -J]-TNFa-BinduiiganU937-ZeUen 

5 U937-Zellen wurden 1 h bei 20° in dem Kulturmedium von Beispiel 12 in Anwesenheit von entweder 
. r i25 Jl-TNFa aUein oder [ I25 J]-TNFa mit lOOfachem OberschuB an nichtmarkiertem rhTNFa vorgczj^tet Die 
U937-ZeUenwunicndannmitphosphatgepufferterSalzldsung(3 x 50ml)bei4° gewascto. Die m [ l23 q-TNFa 
allein gezflchteten Zellen wurden in vier Ansatze aufgeteilt und mit TNFa-INH aus Beispiel 5 (1 : 2a 1 : 200 und 
1 : 2000 Verdtinnungen) bzw. mit Puffer allein gezttchtet. 

io Es wurde gefunden, daB die spezifische Bindung von < l25 J]-TNF« an U937-ZeIIen bei 4' urn 100%, 80% und 
35% durch die drei Verdtinnungen von TNFa-INH, 1 : 20, 1 : 200 bzw. 1 : 2000, gehemmt wurde (vergL Kg. 5). 
Der Kontrollansatz, der kein TNFa-INH enthielt, zeigte keine Hemmaktivitat Es wurde festgestellt, daB die 
Bindungshemmung der beiden schwacheren Verdtinnungen auf 90% bzw. 60% gestagen wurde, wenn 
[i25j].TOTamitTOFa-INHbeiVerdiinnungenvonl :200bzw.l : 2000 vor der Zellzugabe vorinkubiertwde, 

is Der Versuch wurde wiederholtunterVerwendung von vorinkubierten Zellen in Anwesenheit von L JJ-INK* 
und einem lOOfachen OberschuB an nicht-markiertem TNFo, so daB der Prozentsatz der Bindungshemmung fOr 
nichtspezifische Bindung korrigiert werden konnte. 

Beispiel 14 

20 Spaltung ernes vorgeformtenTNFa:U937-Komplexes 

U937-Ze!len wurden 1 h in Anwesenheit von [^Jj-TNFo, wie in Beispiel 12 beschrieben, vorgezfichtet Die 
Zellen wurden gewaschen und entweder bei 4° oder 37' in Anwesenheit oder f^^V°^ mF f^^ 
« Beispiel 5 bebrtttet. Es wurde festgestellt daB Zelloberflachengebundenes p 5 J}TNFa in ^ Anwesenheit ^yon 
TNFa-INH rascher spaltet als in dessen Abwesenheit und es wurde weiterhhi festgestellt, daB dies in einer Zeit- 
und Temperatur-abhangigen Weise (siehe Fig. 6) erfolgt 

Beispiel 15 

30 Darstellung, daB TNFa-INH kein Proteolytikum fflr hrTNFa ist 

r i25 n-TOFa wurde 1 h bei 20° in Anwesenheit von drei verschiedenen Verdtinnungen von TNFa-INH (1 : 20, 
1 - 200 und 1 : 2000) und in Anwesenheit von Puffer allein bebrtitet Bei Analyse durch SDS PAGE und Autora- 
35 diographie wurde festgesteUt, daB [ 12S fl-INFa als einzige Bande sowohl in Abwesenheit ak auch in Anwesenheit 
von TNFa-rNH wandert, was anzeigt daB der Inhibitor keine proteolytische Wirkung hat 

Beispiel 16 

40 Wirkung von TNFa-INH auf die IL- 1-Rezeptor-Bindungsaktivitat 

Die Aktivitat von TNFa-INH aus Beispiel 5 wurde in dem IL-l/LAF (Lymphozyten-aktivierender Fak- 
tor)-Versuch getestet wenn durch IL-laoderIL-l^induziert wurde [dieser Versuch istvon P.Sedcinger etaUJ. 
Immunol, 139, S. 1541 (1987) fOr ein IL-l-Inhibitorprotein beschrieben]. Eine Dosis-Reaktion von [ HJ-Tnymi- 

45 dih-Einverleibung (entsprechend der Thymozyten-Vermehrung) wurde in bis zu 200 pg/ml-Konzentrattonen 
sowohl von IL-laals auch IL-l^beobachtet. Zugabe von TNFa-INH bei Konzentrationen,vondenen beobach- 
tet wurde, daB sie rhTNFa hemmen, hatten keinerlei signifikante Wirkung auf die IL-l-induziertc Thymozyten- 
Vermehrung, was anzeigt, daB die HemmungnurfQrTNFflESpezifisch ist _ Q .„ 
Die erhaltenen Ergebnisse sind unter Bezugsnahme auf die beigefttgten Zeichnungen folgendermaBen erlau- 

50 tert: Fig. 1 zeigt das Urin-TNFa-INH-Aktivitatsprofil der Sephacryl S-200-Gelfiltration. Saulenfraktonen (1 ml) 
wurden bei einer Verdflnnung von 1 : 10 auf die Wirkung in dem rhTNFa(l,0 ng/mlH^otoxizitatstest m 

Anwesenheit von Actinomycin D (1,0 |ig/ml) getestet (o— o). Die Kurve ( ) bedeutet ODmo n«n der F^kUo- 

nen. Die Balken bedeuten die Zellyse, gemessen durch Farbstoffaufnahme als Reaktion zu Actinomycin D (&) 
und zu Actinomycin D plus hrTNFa (@) ohne Urin. Die Molekulargewichtsmarker smd -J*^ h ™JP B * 

55 Rinderserumalbumin (BSA), Ovalbumin (OA), a-Chymotrypsinogen (aCI), Ribonuclease A (RNase) und Phenol- 

r °Fi& sTzeigt das Urin-TNFa-INH-Aktivitatsprofil der Chromatofokussierung auf einer Mono-P-pult Saulen- 
fraktionen (1 ml) wurden bei einer Verdflnnung von 1 : 10 auf die Wirkung in dem rhTNFa^ ng/ml)-Qrtotoxi- 
zitatstest in Anwesenheit von Actinomycin D (1,0 ug/ml) getestet (o — o). Die Linie ( ) bedeutet ODasonm 

60 derFraktionenund( ) bedeutet ihrpR Die Balken sind wie in Fig. 1 beschrieben. 

Fig. 3 zeigt die Umkehrbarkeit der TNFa-INH-Aktivitat Die leeren Kreise (o _o) bedeuten OD^O mn- 
gemessen in Anwesenheit von Actinomycin D, rhTNFa mit TNFa-INH; ausgeffillte Kreise (• — • bedeuten 
OD570 nm' gemessen in Anwesenheit von Actinomycin und nur rhTNFa, und der Balken ( ) bedeutet OD570 nm 
in Gegenwart von Actinomycin D (1,0 |ig/ml) allein. . ... s 

es Fig. 4 zeigt das Elutionsprofil der Sephacryl S-200-GeIfutration mit gereimgtem TNFa-INH aus Beispiel 5. 
Saulenfraktionen (9 ml) wurden sterilisiert und bei einer Verdflnnung von 1 : 50 gegen rhTNFa (1,0 mg/ml) m 
Anwesenheit von Actinomycin D (1,0 ug/ml), in Anwesenheit von Actinomycin D (1,0 ug/nJ) in dem ^-Qrto- 
toxizitfitstest getestet (o — o). Die Linie ( ) bedeutet OD 28 o am der Fraktionen. Die Balken smd wie in Rg. 1 
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defmiert 

Fig. 5 zeigt die SDS PAGE-Analyse von gereinigtem TNFa-INH von Beispiel 7. SDS PAGE wurde wie von U. 
Laemmli et aU Nature, 277, Joe, cit, beschrieben, durchgefflhrt Die Proben wurden auf 15% Polyacrylamid-Gcl 
mit einem 3% Packungsgel geladen, und die Gele wurden mit Siiber angefarbt, wie von C Merril et aL, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 76, S. 4335 (1979) beschrieben. Probelaufe unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurden 
auf biologische Aktivitat getestet indem 2 mm-Scheiben von dem Gel abgeschnitten und die Proteine durch 
BebrOtung ttber Nacht in 10 mM Tris-HQ pH7,4, enthaltend 2mM EDTA (Gesamtvolumen 200 ul), eluiert 
wurden. Die Fraktionen wurden bei einer VerdQnnung von 1 : 10 auf L929-Zellen in Anwesenheit von rhTNFa 
(0,15 ng/ml) getestet 

Fig. 6 zeigt die Wirkung von TNFa-INH auf [' 23 J]-TNFa-Bindung an U937-Zellen. TNFa-INH wurde bei drei 
verschiedenen Verdttnnungen in Anwesenheit von [ 125 J]-TNFa mit der U937-Zellenlinie, wie in Beispiel 13 

beschrieben, bebriitet Leere Vierecke (□ □) bedeuten Bebrfltung in Anwesenheit von TNFa-INH und die 

leeren Dreiecke (A — A) bedeuten die Kontrollprobe. Ausgefiitlte Symbole bedeuten eine 30minutige Vor- 
Inkubation von TNFa-INH bei 20° mit [ 125 j]-f NFa in dem Kulturmedium vor der Zellzugabe. 

Fig- 7 zeigt die Spaltung eines vorgeformten TNFa : U937-FComplexes. U937-Zellen wurden mit [ 125 J]-TNFa 
vor-inkubiert gewaschen und mit TNFa-INH, wie in Beispiel 14 beschrieben, entweder bei 4° (D — □) odcr 

37° (■ ■) bebriitet Bei der angegebenen Zeit wurde die mit der Zelle verbundene Radioaktivitat gemessen 

und der Prozentsatz der speztfischen Bindung bestimmt Auf dem Diagramm wurde der von der Kontrolle 
erhaltene Wert ohne den Inhibitor abgezogen von den Werten, die bei den zwei Temperaturen erhalten wurden, 
so daB 1009b dem Wert entsprechen, der ohne Zugabe von TNFa-INH erhalten wurde. 

PatentansprGche 

1. Ein Protein, das Tumor Necrose Faktor (TNF)a-vermittelte Aktivitat mhibiert (hemmt), jedoch andere 
Proteine, welche mit TNF gewisse, jedoch nicht alle biologischen Aktivitaten von TNF gemeinsatn haben, 
nicht blockiert 

2. Protein, das Tumor Necrose Faktora-vermittelte Aktivitat selektiv hemmt und ein oder mehrere der 
folgenden Charaktcristika hat: 

(a) Ein Molekulargewicht im Bereich von 40 bis 60 kDa, bestimmt durch Molekularsiebchromatogra- 
phie; 

(b) einen isoelektrischen Punkt (pi) im Bereich von 5,5 bis 6,1, bestimmt durch Chromatofokussierung; 

(c) Hemmung des Standard-TNF-Tests der Differentialcytotoxizitat fur Murin L929-Zellen, die mit 
Actinomycin D behandelt sind; 

(d) Hemmung von TNF-induziertef PGE 2 -Freisetzung aus menschlichen Fibroblasten und Synovialzel- 
len; 

(e) der Inhibitor st6rt bzw. uberlagert sich mit der Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocyti- 
sche Tumorzellinie), wie durch Inhibierung der Bindung von radioaktivmarkierter TNFa ( 125 I-TNFa) 
ersichtlich wird 

(f) die Spaltung eines vofgebildeteri TNFa : U937-Zellkomplexe$ wird durch den Inhibitor in tempera- 
turabhangiger Weise gefOrdert; 

(g) der Inhibitor baut TNF durch proteolytische Spaltung nicht ab; 

(h) der Inhibitor hemmt nicht IL-l-Rezeptor-bindende Aktivitat z. B. die Bindung von radioaktiv markier- 
t em IL- 1 (» "I-IL- 1 a) an die Murin Thymoma-Subzeliinie EL4 -6,1 . 

3. Protein, das selektiv Tumor Necrose Faktora-vermittelte Aktivitat inhibiert (hemmt) und ein oder 
mehrere der folgenden Charaktcristika hat: 

(a) Ein Molekulargewicht von etwa 33 kDa, bestimmt durch SDS-PAGE; 

(b) einen isoelektrischen Punkt (pi) im Bereich von 5,5 bis &1, bestimmt durch Chromatofokussierung; 

(c) Inhibierung des Standard-TNF-Tests der Differential-Cytotoxizitat fUr Murin L929-Zellen, die mit 
Actinomycin D behandelt sind; 

(d) Inhibierung von TNF-induzierter PGE^Feisetzung aus menschlichen Fibroblasten und Synovialzel- 
Ien; 

(e) der Inhibitor stdrt (Uberlagert) die Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocytische Tumorli- 
nie), wie durch Inhibierung der Bindung von radioaktiv markiertem TNFa ( 125 I-TNFa,) ersichtlich; 

(f) die Spaltung eines vorgeformten TNFa : U937-Zellkomplexes wird durch den Inhibitor in tempera- 
turabhangiger Weise gefOrdert bzw. hervorgerufen; 

(g) der Inhibitor baut nicht TNF durch proteolytisce Spaltung ab; 

(h) der Inhibitor hemmt nicht IL-l-Rezeptor-bindende Aktivitat z. B. die Bindung von radioaktiv 
markiertem IL-1 ( 125 I-IL-laJandie Murin Thymoma-Subzeliinie EL4— 6.1. 

4. Ein Protein gemaB einem der AnsprGche 2 oder 3 mit den Eigenschaften (a) und (b), zusammen mit einer 
oder mehreren der Eigenschaften (c) bis (h). 

5. Protein gemaB einem der AnsprOche 2 oder 3 mit alien Eigenschaften (a) bis (h). 

6. Protein gemaB einem der AnsprOche 1 bis 5, das einem natflrlich auftretenden TNFa-Inhibitor entspricht 

7. Protein gemaB einem der Anspruche 1 bis 6, mit einer aminoterminalen Aminosauresequenz folgender- 
maOen: 

Asp-Ser-Val-pys-Pro-Gln-GIy-Lys-Tyr-IIe-His-Pro-Gln-Cys-Asn-Ser-ne. 

8. Protein gemaB Anspruch 7, mit einer ammoterminalen Aminosauresequenz folgendermaBen: 

13 



OS 39 10 323 

Asp-Ser^Vat<:ys-Pro-Gln-GIy-Lys-Ty-IIe-Hfe^^ 

9. Protein gemaS einem der Ansprttche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Aminosauresequenz eine 
oder mehrere Deletionen, Substitutionen, Insertionen, InVersionen oder Additionen allelen Ursprungs oder 
anderweitig enthalt, wobei die sich ergebende Sequenz minde$tens80°/b Homologie mit dem Stammprotein 
hat und im wesentlichen die gleichen biologischen Eigenschaften wie das Stammprotein behait 

10. Protein gemaB Anspruch 9, mit wenigstens 90% Homologie mit dem Stammprotein. 

1 1. Protein gemaB einem der AnsprOche 1 bis 10 in einer im wesentlichen homogenen Form. 

12. Protein gemafl einem der AnsprOche 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB es ein rekombinantes Protein 
ist . 

13. Protein gemaB einem der Anspriiche I bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB es ein glykosyUertes Protem 

ist . 

14. Protein gemaB einem der Anspriiche 1 bis U dadurch gekennzeichnet, daB es im wesentlichen in 
unglykolisiertemZustandist , , 

15. Eine exogcne UNA, umfassend eine Nucleotidsequenz, welche ein Protein kodiert, wie in einem der 
Anspruche 1 bis U definiert . 

16. Eine cDNA, umfassend eine Nucleotidsequenz, welcbe ein Protein gemaB emem der Anspriiche 1 bis 1 1 
kodiert 

17. Rekombinanter Expressionsvector, umfassend DNA gemaB einem der Anspriiche 15 oder 16. 

18. Wirtszelle, transformiert mit einem Expressionsvektor gemaB Anspruch 17. 

19. Verfahren zur Herstellung eines TNFa-INH-Proteins, dadurch gekennzeichnet, daB eine Zelle gemaB 
Anspruch 18 gezuchtet und das TNFa-INH-Protein isoliert wird, 

20. Rekombinantes Protein, hergestellt nach der Metbode von Anspruch 19. 

21. Verfahren zur Herstellung eines TNFa-INH-Proteins, umfassend die folgenden Schritte: 

(a) Konzentration des Urins von Fieberpatienten; 

(b) Ammoniumsulf atf alhing; 

(c) Anionaustauschchromatographie; 

(d) Kationenaustauschchromatographie; 

(e) GeIfiItration; 

(f) Affinitatschromatographie; und 

(g) Umkehrphasen-FPLG 

22. Protein, dadurch gekennzeichnet, daB es im wesentlichen identisch ist mit dem Protem, das nach dem 
Verfahren von Anspruch 2 1 erhalten wurde. 

23. Pharmazeutische Formulierung, umfassend einen TNFa-Inhibitor, wie in einem der AnsprQche 1 bis 14 
oder Anspruch 22 definiert, oder ein pharmazeutisch annehmbares Derivat davon und einen pharmazeu- 
tisch annehmbaren Trager daftlr. 

24. Protein gemaB einem der Anspriiche 1 bis 14 oder Anspruch 22 zur Vewendung in der Therapie. 

25. Pharmazeutische Formulierung zur Verwendung bei der Erzeugung eines Arzneimittels zur Behandlugn 
von Zustanden, die mit UbermaBiger oder unregelmaBiger TNFa-Produktion einhergehen, dadurch gekenn- 
zeichnet daB diese Formulierung einen TNFa-Inhibitor, wie in einem der Anspriiche 1 bis 14 oder Anspruch 
22 definiert, oder ein pharmazeutisch annehmbares Derivat davon umf aBt 
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